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論文内容の要旨 
 
抗体医薬品 (mAb) の本質は IgG であり、主に CHO 細胞などの動物細胞を用
いて製造される。一般的な mAb の CH2 ドメインには一対の N 結合型糖鎖が結
合しており、主な糖鎖の構造は還元末端 GlcNAc に Fuc がα1—6 結合し、非還
元末端に Gal が 0～2 個結合している 2 本鎖と報告されている。糖鎖部分は、抗
体依存性細胞傷害 (ADCC) 活性や補体依存性細胞傷害 (CDC) 活性などの Fc
エフェクター機能、及び体内動態などに影響し、mAb の『安全性』及び『有効
性』に影響することが知られている。しかし、糖鎖構造と活性の関係性は明確
になっていない。それは、先行研究の多くが糖鎖が不均一な mAb を用いている
ため、各糖鎖構造が及ぼす影響を排除できていないからである。また、糖鎖構
造が医薬品の『品質』要件である安定性としての熱安定性と凝集体形成に及ぼ
す影響については知見がほとんどない。そこで、本研究では、糖鎖均一抗体を
作製し、それらを用いて各糖鎖構造が Fc エフェクター機能、mAb の血中半減
期を左右する FcRn との親和性、熱安定性、及び凝集体形成に及ぼす影響を詳
細に解析し、品質、安全性、有効性の向上に資する糖鎖型を明らかにした。 
まず、IgG1 である mAb (Ctrl 型)のキトビオース部分をエンド-β-N-アセチル
グルコサミニダーゼ EndoS2 で切断し、GlcNAc(Fuc)型 mAb を得た。各均一糖
鎖結合オキサゾリン誘導体と EndoS2-D184Mにより均一糖鎖をGlcNAcに転移
させ、フコシルアガラクト型 (FA2G0)、フコシルガラクトシル型 (FA2G2)、及
びフコシルα-2、6 シアリル型 (FA2G2S2) mAb を得た。つぎに、CHO 細胞培
養液に糖鎖プロセッシング阻害剤キフネシンを添加し、高マンノース型（HM
型)mAb を得た。EndoS2 で糖鎖を切り離し GlcNAc 型とし、オキサゾリン誘導
体を用いた糖鎖転移反応により、アフコシルアガラクト型 (A2G0)、アフコシル
ガラクトシル型 (A2G2)、及びアフコシルα-2、6 シアリル型(A2G2S2) mAb を
得た。これらは ESIMS で 90％以上均一化されていることを確認した。 
糖鎖構造と ADCC 活性の関係は、SPR による各糖鎖均一 mAb と FcRIIIa
の結合親和性測定、及び ADCC reporter bioassay により評価した。CDC 活性
への影響は、SPR による C1q との結合親和性測定により解析した。FcRn との
親和性への影響は、SPR 及び FcRn 結合アフィニティクロマトグラフィにて解
析した。その結果、Fuc 付加は ADCC 活性の低下、Gal 付加は ADCC 活性、C1q
結合活性、及び FcRn 結合活性の増強、シアル酸付加は ADCC 活性の低下、C1q
結合活性及び FcRn 結合活性の増加に寄与していることが明らかになった。 
糖鎖が熱安定性に及ぼす影響は、DSC を用いて、N 結合型糖鎖が付加してい
る CH2 ドメインにおける変性中点温度 Tm と、変性に必要なΔH を測定するこ
とで評価した。熱ストレスによる mAb の凝集及び分解に及ぼす影響は、温度上
昇させた際の凝集開始温度の測定、及び凝集体形成速度を静的光散乱法で解析
することで評価した。長期熱安定性に及ぼす影響は、長期保存後の凝集体及び
分解物の形成比率をサイズ排除クロマトグラフィにより解析した。その結果、
Fuc 欠損はΔH の低下、及び凝集体形成速度の亢進、Gal 付加はΔH の増加、
及び凝集体形成速度の亢進、シアル酸の付加はΔH の低下及び凝集体形成速度
の亢進に寄与していることが明らかになった。以上の結果、及び高次構造に係
る先行研究から、Fuc や Gal は mAb の立体構造の安定化に寄与しており、これ
らの有無は Fc 受容体との親和性や熱安定性等に大きく影響すると考察した。 
以上のように、本研究では糖鎖均一 mAb を作製し、これらを用いて Fuc、
Gal、シアル酸それぞれが、mAb のエフェクター活性、血中半減期、熱安定性、
及び凝集体形成等に及ぼす影響を明らかにした。本成果は、mAb の品質・有効
性・安全性確保における糖鎖関連リスクを明らかにしたものであり、抗体医薬
品開発、製造、及び品質管理戦略の構築に大きなインパクトを与えるものとい
える。 
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論文審査結果の要旨 
 
本学位論文の審査は、提出された論文の内容、公聴会・審査会での質疑応答
に基づき、4 名の審査委員（主査：木寺詔紀、副査：朴三用、明石知子、岡田峰
陽）によって、平成 31 年 1 月 25 日に行われた。審査では、専門分野、関連分
野（理学）、外国語について、各審査委員と以下のような質疑応答が行われた（公
聴会での質疑応答も含む）。尚、公聴会に先立ち木寺主査より、本申請は、博士
課程後期早期修了申請を伴う学位申請であるが、早期修了に係る審査は完了し
ており、通常の学位審査と同様に審査を行う旨説明があった。 
専門的知識に関して、朴副査より、FcRn との反応性において、SPR では mAb
間で大きな差異がなく、アフィニティクロマトグラフィで大きな差異が認めら
れた理由について質問があり、糖鎖均一 mAb でも様々な分子が混在しており、
SPR ではそれらの総和として親和性が測定されるが、アフィニティクロマトグ
ラフィではそれぞれが分離されるので、大きな差異となった可能性が考えられ
ると返答があった。長期安定性試験における凝集体形成の濃度依存性の有無に
関する質問に対しては、濃度条件を検討した上で、1mg に統一して実施したと
回答があった。朴副査から、多様な均一抗体がそろっており、X 線結晶構造解
析により系統的に構造を明らかにできたのではないかとのコメントがあり、申
請者より、ご指摘の通りと考えると返答があった。 
明石副査より、糖鎖均一抗体の作製法、生物活性測定条件の差異に関する考
え方、Gal 付加で ADCC 活性が増強され、シアル酸付加で活性が低下した理由、
及びエリスロポエチンなど他のバイオ医薬品における糖鎖の役割などについて
質問があった。申請者は、市販の糖鎖オキサゾリン誘導体を用いて糖鎖均一 mAb
を作製したこと、SPR のような理化学的手法と Cell-based assay で分析条件を
統一することは難しく、分析条件の差異によって生じた差は、非臨床試験・臨
床試験結果と合わせて考えることが重要であること、Gal がタンパク質と水素
結合ネットワークを形成しているのに対して、シアル酸は Lys と相互作用して
いる可能性があること、エリスロポエチンにはエフェクター活性がないが、糖
鎖が体内動態に影響する点で類似していることなどの回答があった。 
岡田副査より、研究対象を ADCC 活性と CDC 活性に絞った理由、モデルと
して IgG1 を選択した理由、天然抗体における主要糖鎖などについて質問があっ
た。申請者は ADCC と CDC に絞った理由として、論文によって結果が異なり
統一見解が得られていない特性であること、IgG1 を選択した理由として、IgG2
～4 はエフェクター活性や安定性に問題があることを述べた。また、血液中のヒ
ト抗体の糖鎖は CHO 細胞由来抗体の糖鎖より不均一性が高いと返答した。 
木寺主査より、作製した糖鎖均一抗体が構造を保持しているか、バイオ医薬
品創薬において糖鎖均一抗体を製造する意義は何か、との質問があり、構造確
認が困難であるが多少の変化は予想されること、薬効の高い抗体医薬品開発や
品質管理の効率化につながる可能性があることが回答された。木寺主査からΔH
と熱安定性は一致していると結論づけているが、すべてそうだろうかとの質問
に、申請者は Gal 付加でΔH が上がるが、長期安定性では凝集性が亢進する逆
の現象が生じている点について説明ができないと返答した。木寺主査から、熱
安定性と kinetics は異なるものであり、凝集体形成は kinetics と関係が深いの
で、必ずしも整合しないのではないかとのコメントがあり、申請者はご指摘の
通りと思うと回答した。 
関連分野（理学）では、明石副査から ESI-MS の原理に関する質問があり、
イオン化や検出方法などについて適切に回答できた。朴副査よりタンパク質と
低分子の相互作用を解析する方法と原理について質問があり、ITC、SPR、
ELISA について返答があったが、NMR は回答に含まれなかった。木寺主査よ
り、DSC の結果からΔS を求める方法について説明せよとの質問あり、申請者
から予備発表での質問依頼考えているが分からないとの回答があった。ΔS を
議論するとき水和するかどうかが重要であるとのコメントに頷いていた。岡田
副査より、抗体産生過程について、及び抗体のサブタイプ IgG、 M、 D、 A、 
E の機能について質問があり、一部不十分なところがみられたが概略は回答で
きた。レポーターアッセイの原理に関する質問に対しては、適切に回答できた。 
外国語科目について、明石副査より、学位論文要約と英文学術誌 mAb に掲載
された論文の abstract の内容が同じであることから、本人が執筆したものかど
うか確認したいとの質問があり、申請者より、mAb の論文は本人が執筆したこ
と、査読者から一部修正指示があったが、申請者自らが対応したことが説明さ
れた。スライド１枚を用いた英語口頭発表にも問題はなく、審査員からの英語
の質問にも適切に回答できた。全体として博士の学位レベルに十分到達してい
ると判断された。 
最終的に審査委員全員で討論を行った結果、専門分野の知識、質疑応答、英
語力すべてにおいて優れていたこと、関連分野について若干回答できないとこ
ろがあったが、それ以外については適切に回答できたことから、総合的に申請
者の和田龍太氏は、博士（理学）の学位を授与されるのに相応しい資質を有し
ていると判断された。 
